Characterisation of DJ1 (PARK7) in human brain: possible involvement in idiopathic Parkinson's disease and other








































gene  expression  showed  PD  related  changes  to  be  variable  throughout  the  brain,  with 
regions like the amygdala and entorhinal cortex displaying an up‐regulation. DJ‐1 protein 







mRNA  levels.  DJ‐1  is  reportedly  involved  in  a  diverse  range  of  cellular  activities  and  its 
proclivity to associate with multiple RNA species provides a simple biochemical mechanism 
for this. Moreover it demonstrates that under conditions of elevated oxidative stress, DJ‐1 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































neurologist  Jean‐Martin  Charcot  who  named  the  disease  after  James  Parkinson  that 
significant progress was made, enabling better diagnosis and treatment of patients. Today 
Parkinson’s  disease  (PD)  is  acknowledged  as  the  second  most  common  human 
neurodegenerative  disorder  after  Alzheimer’s  disease  (AD).  It  affects  0.5‐1%  of  the 
population aged over 65, rising to 1‐3% of those aged over 80 (de Lau and Breteler, 2006; de 






























techniques  Charcot  was  able  to  discern  that  tremors  instigated  by  movement  where 
characteristic of MS whilst resting tremor alongside rigidity, slowness of movement and 
balance difficulties described paralysis agitans.  Through further work on tremors, Charcot 
was  able  to  show  that  resting  tremors  were  often,  though  not  always;  a  symptom  of 
paralysis agitans and that akinesia was not due to rigidity, tremor or muscle weakness. Thus 
he  felt  the  term  ‘paralysis  agitans’  was  a  misnomer  and  relabelled  it  ‘la  maladie  de 
Parkinson’s’  (Parkinson’s  disease)  and  detailed  its  cardinal  features  as  tremor  at  rest, 







and  various  sleep  disorders  as  well  as  neuropsychiatric  symptoms  like  dementia  and 
depression  (discussed  in  Chaudhuri  KR  and  Y.,  2008).  A  number  of  these  non‐motor 
symptoms such as depression, anxiety, anosmia and sleep disturbances have been shown to 
precede the onset of motor symptoms. It is thought that alterations in the sense of smell 
























reached  this  conclusion  after  carrying  out  a  post‐mortem  on  a  PD  patient  who  had  a 
tuberculoma in the substantia nigra (reviewed in Finger, 1994). 
 









































striatum  of  PD  patients  positively  correlating  with  nigral  cell  loss  (Ehringer  and 














extend  into  the  dorsal  putamen  and  in  line  with  the  increased  degeneration,  a  greater 
degree  of  dopamine  depletion  is  observed  here  when compared  to the  caudate,  which 
receives  projections  from  the  medial  nigra.  Reasons  for  the  increased  susceptibility  of 
ventrolateral nigral dopaminergic neurons to cell death have been suggested to include 
higher cell density (Gibb, 1992) and levels of dopamine transporters (Gonzalez‐Hernandez et 












are  seen  in  multiple  brain  areas.  The  discovery  of α ‐ synuclein  within  PD  inclusions  has 29 
 
enabled neuropathologists to map out a route for PD pathology progression. Based on the 
presence  of  LBs  and  LNs,  Braak  and  colleagues  have  proposed  that  PD  neuropathology 





















nerve,  the  olfactory  bulb  and  the  anterior  olfactory  nucleus  (Braak  et  al.,  2004). 
Degeneration of the olfactory bulb is likely to be behind the impairment of smell that afflicts 
PD  patients  (Shah  et  al.,  2008).  The  dorsal  motor  nucleus  is  connected  to  autonomic 
function  and  pathology  in  this  area  probably gives  rise  to  the  clinical  manifestations  of 
drooling and swallowing difficulties. Stage 2, sees the degenerative process spread to the 
areas  that  work  together  to  form  the  “gain/level  setting”  system  including  the  locus 
ceruleus, the lower raphe nucleus and the magnocellular portions of the reticular formation 
(Braak et al., 2004). The level setting system receives inputs from limbic and motor systems 
and  is  able  to  limit  the  sensation  of  pain  during  times  of  stress  and  places  the  motor 
neurons  in  a  heighten  state  of  preparedness  for  action  (Braak  and  Del  Tredici,  2009). 
Damage to these areas may therefore disconnect the patients actions from their emotional 
state. Stage 3 sees the pathology enter the substantia nigra giving rise to the typical features 




































Another  staging  system  that  is  commonly  used  alongside  Braak  staging  is  the  McKeith 

























































































































the  specific  dopamine  transporter  (DAT).  The  mechanism  of  cell  death  associated  with 












cell  lines  (Hartley  et  al.,  1994).  When  systemically  administered,  it  has  the  ability  to 
uniformly decrease the activity of complex I, as it does not have to rely on any specific 
uptake transporters (Betarbet et al., 2000). The fact that nigral dopaminergic neurons are 












manganese  ethylenebisdithiocarbamate  (maneb).  Maneb  which  can  also  induce 
nigrostriatal  damage  on  its  own  through  mitochondrial  dysfunction  and  increased  free 
radical  formation  via  auto‐oxidation  of  dopamine  (Watts  and  Koller,  2004).  6‐
hydroxydopamine  (6‐OHDA),  a  hydroxylase  analogue  of  dopamine,  can  also  produce 























Locus Gene Inheritance Onset Reference
PARK 1S N C A   AD 4q21 Mid‐late Polymeropoulos et al., 1997
PARK 2P a r k i n A R 6 q 2 5 . 2 ‐q27 Early Kitada et al., 1998
PARK 3 N/K AD 2q13 Late Gasser et al., 1998
PARK 4S N C A   AD 4q21 Late Singleton et al., 2003
PARK 5 UCLH1 AD 4p13 Mid‐late Leroy et al., 1998
PARK 6 PINK1 AR 1p36 Early Valente et al., 2004
PARK 7D J ‐1A R 1 p 3 6 E a r l y B o n i f a t i  et al., 2003
PARK 8 LRRK2 AD 12q12 Late Paisan‐Ruiz et al.,  2004
PARK 9 ATP13A2 AR 1p36 Juvenile Ramirez et al., 2006
PARK 10 N/K AD 1p Late Hicks et al., 2002
PARK 11 N/K AD 2q36‐q37 Late Pankratz et al., 2002
PARK 12 N/K X‐Linked Xq21‐q25 N/K Hicks et al., 2002










along  with  X‐linked  modes  of  inheritance  have  been  described  (Toulouse  and  Sullivan, 





must  pass  on  the  mutated  variant  for  the  person  to  be  affected.  In  this  situation,  it  is 
common for both parents to have a healthy phenotype and they are termed carriers. These 









In  1997,  the  SNCA  209G>A  autosomal  point  mutation  and  subsequent  A53T  missense 
mutation in the transcribed α‐synuclein proteins were identified following genome‐wide 
linkage studies in families expressing autosomal dominant parkinsonisms (Polymeropoulos 














brain,  but  particularly  enriched  within  presynaptic  compartments  (Clayton  and  George, 
















The  gene  located  at  chromosome  4p14  has  been  designated  PARK5  and  encodes  for  a 










the  death  of  cultured  dopaminergic  neurons  and  formation  of α ‐ synuclein  positive 
inclusions (McNaught et al., 2002). Another mutation in the UCHL1 gene has been reported 
to  be  inversely  related  to  PD,  suggesting  a  protective  effect  (Maraganore  et  al.,  1999) 
though studies regarding its association with PD remain inconclusive (Healy et al., 2006). As 






















































This  activity  is  abolished  by  many  PARK2  mutations  and  supports  the  notion  that 
accumulation of misfolded parkin substrates results in neuronal cell death in PD (Shimura et 





























or  siRNA  knockout  results  in  mitochondrial  dysfunction  and  consequently  dopaminergic 
neuronal death in flies, which is interestingly saved by over‐expression of parkin (Clark et al., 
2006;  Yang  et  al.,  2006).  This  suggests  an  interaction  and  possibly  a  common  pathway 









respectively  (Bonifati  et  al.,  2003b).  Other  missense,  truncating,  splice  site  and  large 
















lysosomal  transmembrane  protein  with  putative  ATPase  activity  (Bonifati,  2007).  The 

























When  first  identified,  Nagakubo  et  al.,  (1997)  investigated  DJ‐1  gene  expression  using 
northern blotting and showed the presence of DJ‐1 mRNA within a range of human tissue 
groups including brain, heart, skeletal muscle etc. In the human brain, higher levels of DJ‐1 











































antibodies  meaning  any  variation  between  species  could  be  due  to  the  recognition  of 


















al.,  2005;  Canet‐Aviles  et  al.,  2004;  Miller  et  al.,  2003).  Subcellular  fractionation  and 
immunogold electron microscopy of mouse brain has shown the presence of an endogenous 











homologue,  PH1704  protease  (Bonifati  et  al.,  2003b).  Gel  exclusion  chromatography 
performed with epitope‐tagged WT DJ‐1 transfected into Hela or Cos cells and followed by 
SDS‐PAGE  analysis  showed  DJ‐1  to  be  eluted  at  fractions  corresponding  to  a  molecular 
weight  range  of  35‐45kDa  (Macedo  et  al.,  2003;  Miller  et  al.,  2003).  This  range  is 
approximately  double  the  19.9kDa  molecular  weight  of  DJ‐1  monomer  as  predicted  by 







































co‐transfected  with  the  oncogene  H‐Ras,  the  transforming  activity  of  DJ‐1  was  greatly 
enhanced  and  suggested  an  involvement  in  Ras‐related  signal  transduction  mechanisms 


















of  DJ‐1  and  Wagenfeld  et  al.,  (1998)  showed  CAP1  levels  in  rat  epididymal  fluid  to  be 
positively correlated with male rat infertility. Lower levels of CAP1 were also confirmed in 







activity  in  a  dose‐dependent  manner  in  co‐transfected  monkey  CV1  cells,  but  the 
introduction of DJ‐1 into the cells prevents this. A number of proteins in the PIAS family are 





Another  negative  regulator  of  AR  transcriptional  activity  is  DJ‐1  binding  protein  (DJBP), 
which was identified by the same group a couple of years later (Niki et al., 2003). DJBP was 








several  other  genes  associated  with  oxidative  stress,  apoptosis  and  neurotoxicity.  DNA 





















et  al.,  2004).  The  formation  of  more  acidic  isoforms  suggests  that  DJ‐1  is  capable  of 






































neurons  in  comparison  to  control  counterparts  treated  with  saline.  A  greater  loss  was 


















et  al  (2004)  were  able  to  show  that  DJ‐1  harbours  mild  chaperone  activity  in  vitro.  A 
separate chaperone assay, targeted towards reduced insulin, also demonstrated that DJ‐1 is 
redox regulated and that its chaperone capabilities are abrogated in a reduced environment 
(Shendelman  et  al.,  2004).  The  ability  of  DJ‐1  to  suppress  heat‐induced  aggregation  of 


















members  of  PI3’K/Akt  signalling  pathway  as  specific  modulators  of  DJ‐1  RNAi‐induced 
neurodegeneration (Yang et al., 2005).  Exposure of DJ‐1 KO zebrafish to H2O2 reportedly 






In  neuronal  dopaminergic  cells  two  additional  binding  partners  have  been  identified; 
pyrimidine tract‐binding protein‐associated splicing factor (PSF) and p54nrb (Xu et al., 2005). 
These  nuclear  proteins  are  multifunctional  regulators  of  transcription  and  mRNA 




capable  of  significantly  preventing  apoptosis  in  cells  exposed  to  H2O2  induced  oxidative 
stress and A30P α‐synuclein accumulation (Xu et al., 2005).  
 


































This  data  is  supplemented  by  Goldberg  et  al.,  (2005)  who  showed  the  reduced  evoked 
dopamine overflow in the striatum of DJ‐1 KO mice arises from a decreased sensitivity of D2 




























The  c.56delC  c.57G→A  mutation  is  resident  in  exon  2  and  involves  both  a  deletion  of 











et  al.,  2003).  Simultaneously,  a  heterozygotic  point  mutation  on  exon  7  (c446.A→C) 
producing  a  D149A  missense  mutation  and  homozygotic  point  mutation  on  exon  4 
(c.234C→T) yielding a silent G78G change was found in early‐onset sporadic PD patients 
with  Afro‐caribbean  decent  (Abou‐Sleiman  et  al.,  2003).  This  synonymous  change  may 
eliminate a predicted exonic splice enhancer site. Abou‐Sleiman also looked at a population 
of late‐onset patients but only identified a single silent heterozygous mutation (A167A) and 




missense  mutation  (E64D)  in  a  early‐onset  IPD  patient  from  Turkey,  caused  by  a 
homozygous mutation in exon 3 (c.192G→C) (Hering et al., 2004). Furthermore, by using a 

















Mutation Inheritance Onset Origin Effect on DJ‐1 protein
g.168_185dup Homozygous Early Italian Unknown
Ex1‐5del Homozygous Early Dutch Loss of protein
c.56delC c57G→AC o m p o u n d  Heterozygous Early Hispanic Truncated protein
M26I Homozygous Early Askenazi Jew Unknown
E64D Homozygous Early Turkish Unknown
Heterozygous Early Hispanic Unknown
Heterozygous Mid Asian Unknown
Ex5‐7del Heterozygous Mid Italian Aberrant protein
IVS5+2‐12del Heterozygous Early Russian Aberrant protein
D149A Heterozygous Early Afro‐Carribbean Unknown
E163K Homozygous Early Italian Unknown
L166P Homozygous Early‐Mid Italian Loss of protein stability









region  was  reported,  the  development  of  PD  was  thought  to  arise  from  a  lack  of  DJ‐1 
expression  (Bonifati  et  al.,  2003b).  In  order  to  explain  the  pathogenic  nature  of  the 
homozygotic L166P mutation computer molecular models of DJ‐1 proteins were produced 
based on a DJ‐1 homologue, the PH1704 protease from Pyrococcus horikoshii which is an 
oligomeric  protein.  Introduction  of  the  L166P  mutation  into  the  wild  type  model 
destabilised the DJ‐1 protein by disrupting its normal helical conformation and altering its 
oligermerisation  interface.  From  this,  Bonifati  reasoned  that  WT  DJ‐1  adopts  a 







truncated  DJ‐1  producing  c.56delC  c.57G→A  mutation  on  one  allele  and  the  splice  site 
mutation  IVS6‐1G→C  on  the  other  (Hague  et  al.,  2003),  it  does  not  lend  itself  to  an 58 
 








DJ‐1  mutations  are  similar  to  dominant‐negative  mutations  where  mutant  DJ‐1  forms  a 
dimer with WT‐DJ‐1 thereby preventing it from functioning normally (Bonifati et al., 2004; 
Moore  et  al.,  2003a;  Moore  et  al.,  2003b).  A  final  suggestion  is  that  the  presence  of 








































































to  WT  DJ‐1  in  NIH3T3  and  M17  cells  i.e.  within  the  nucleus  and  cytoplasm  with  some 












amino  acid  at  this  point,  suggesting  it  is  not  critical  in  stabilising  the  structure  of  DJ‐1 
(Bandyopadhyay and Cookson, 2004). This coupled with the fact that both glutamate and 


















terminal  end  of β ‐ strand  7  (Malgieri  and  Eliezer,  2008).  Substitution  with  threonine 

















C‐terminus  of β ‐ strand  10  of  human  DJ‐1  protein  (Wilson  et  al.,  2003).  Limited  data  is 
available on this mutation, however like A104, this residue is in the spatial vicinity of C106 








glutamate  163  residue  located  towards  the  edge  of α ‐ helix  7  is  replaced  with  a  lysine 
residue. α‐helix 7 is also the location of L166 highlighting the importance of this particular α‐
helix  in  dimer  formation.  However,  whereas  L166P  results  in  the  loss  of  dimer forming 
property, E163K DJ‐1 has been shown to dimerise in vitro (Lakshminarasimhan et al., 2008). 
Lakshminarasimhan  and  colleagues  (2008)  also  showed  that  in  WT  DJ‐1  dimer,  the 
negatively  charged  E163  residue  forms  a  salt  bridge  (a  weak  ionic  bond  between  two 63 
 
oppositely charged amino acids) with the positively charged R145 subunit from the other 









Instead  it  weakens  the  protective  activity  against  oxidative  stress  by  impairing  the 
relocalisation  of  DJ‐1  to  the  mitochondrial,  a  phenomenon  that  naturally  occurs  during 
times of cellular stress (Ramsey and Giasson, 2008). As yet, the mechanisms involved in the 



























are  extremely  rare,  accounting  for  less  than  2%  of  all  early‐onset  cases.  To  date,  any 
involvement of DJ‐1 in sporadic PD remains undetermined. The overall objective of this 
thesis  is  to  investigate  any  possible  role  for  DJ‐1  in  the  development  of  IPD  and  other 


















































Research  Ethics  Committee  and  the  National  Hospital  for  Neurology  and 
Neurosurgery/Institute  of  Neurology  Joint  Research  Ethics  Committee.  For 
immunohistochemical studies a number of formalin fixed brain sections were obtained from 


























































PBS‐Tw  and  then  exposed  to  a  standard  enhanced  chemilluminescent  substrate  (ECL), 
SuperSignal  West  Pico  Substrate  (Pierce,  UK),  prior  to  placement  in  an  autoradiograph 
cassette;  protein  side  up.  Immunoreactive  (IR)  bands  were  then  captured  on  to  Kodak 








































Enzyme‐Linked  ImmunoSorbent  Assay  (ELISA)  is  another  biochemical  technique  that  is 
commonly  used  to  measure  protein  levels.  A  human  DJ‐1/PARK7  ELISA  kit  (MBL 
International, USA) has been developed to measure human DJ‐1 protein concentration from 
human  serum/plasma  and  we  aimed  to  test  its  suitability  for  use  with  human  brain 
homogenate.  
 
The  ELISA  assay  procedure  was  carried  out  as  directed  by  the  manufacturer.  100µl  of 
recombinant human DJ‐1 standard and diluted samples were pipetted in triplicate into the 
appropriate wells of a 96‐well microtitre plate and incubated for an hour at RT on an orbital 











This  protocol  is  based  on  the  methods  described  in  Campbell  et  al.,  (2000).  TBS  buffer 
(50mM Tris‐HCl, pH 7.4, 150mM NaCl)) was made up and 1 mini PIC tablet (Roche, UK) and 
500µl of 100mM EDTA was added per 10ml before being chilled on ice. Approximately 0.3g 
of  flash  frozen  frontal  cortex  tissue  from  8  control  and  8  PD  cases  were  mechanically 
homogenised in 10 volumes of TBS buffer. Any non‐homogenised material was collected by 
centrifugation at 1000g for 5min at 4⁰C and discarded. The crude homogenate supernatant 










The  standard  Bio‐Rad  protein  assay  used earlier  is  incompatible  with the  SDS  and  urea 
present in the buffers used in these protein extractions. To overcome this, we measured the 
protein  concentration  of  each  fraction  using  a  bincinchoninic  acid  (BCA)  protein  assay 














method  described  in  Goedert  et  al.,  (1992).  This  protocol  was  developed  in  order  to 
solubilise the tough tau tangles (Goedert et al., 1992).  
 































Bradford  assay.  The  purity  of  the  fractions  was  tested  by  standard  chemilluminescent 












intensities  were  measured  using  Image  J  and  plotted  in  excel  against  fraction  number. 
Molecular weight of native DJ‐1 in brain tissue was then calculated using a standard curve 
constructed  from  protein  standards;  Thyroglobulin,  Ferritin,  Human  IgG,  Transferrin, 



























































with  lysis  buffer  and  rotated  for  two  hours  at  4⁰C  with  100µl  protein  G  sepherose 
(Amersham, UK). The protein G‐slurry had previously been buffered with lysis buffer. After 
































pre‐treatment  and  secondary  antibody  are  listed  in  table  2.1  below.  Diaminobenzidine 
(DAB)  staining  was  used  to  visualise  protein  IR  followed  by  light  counterstaining  with 




Protein Antibody Source Pretreatment Secondary
DJ‐1m o n o c l o n a l  DJ‐1 Stressgen 10min pressure cooking anti‐mouse, 1:200
1:1000 in citrate buffer, pH 6.0
DJ‐1p o l y c l o n a l  DJ‐1D r  P. Rizzu  5min in 95% formic acid Broad Spectrum kit, 
1:200 Zymed
3R tau monoclonal RD3 Dr R. de Silva 10min pressure cooking anti‐mouse, 1:200
1:3000 in citrate buffer, pH 6.0
4R tau monoclonal RD4 Dr R. de Silva 10min pressure cooking anti‐mouse, 1:200
1:100 in citrate buffer, pH 6.0
Tau AT8 Innogenetics 10min pressure cooking anti‐mouse, 1:200
1:600 in citrate buffer, pH 6.0

























Small  pieces  of  tissue  were  homogenised  in  2ml  eppendorf  tubes  containing  1ml  Trizol 
reagent  (Invitrogen,  UK).  Homogenates  were  allowed  to  settle  at  RT  before  200µl  of 
chloroform  (Sigma,  UK)  was  added  and  mixed  vigorously  by  hand.  Samples  were  then 
centrifuged at 12,000g for 15min at 4⁰C to separate the mixture. The resulting clear upper 
aqueous  phase  was  transferred  to  fresh  1.5ml  eppendorf  tubes,  combined  with  500µl 











































































































RT‐PCR  data  was  analysed  using  a  variant  of  the  widely  used  comparative  Ct  method 
proposed  by  M.  W.  Plaffl  (Pfaffl,  2001).  This  formula  allows  the  efficiency  of  the  PCR 
amplification for each primer to be taken into account, when calculating gene expression 
levels for samples without having to run a standard curve of known RNA concentration 






average  Ct  value  of  both  housekeeper  genes.  One  sample  was  then  chosen  to  be  the 
internal control and all other readings were normalised to this. A good explanation of the 



























































were  performed  using  a  7900HT  Fast  Real  Time  PCR  system  (Applied  Biosystems,  USA) 
under the following settings: 30s denaturing step at 94⁰C, 1min annealing step at 60⁰C and 
















































polymerase  is  used  to  synthesise a  complementary  strand  to  the  cDNA  forming  double 
stranded  DNA.  This  was  then  collected  using  a  filter  cartridge,  washed  with  ethanol 
containing wash buffer and then eluted into 19µl of nuclease‐free water. Once cleaned‐up 
the double stranded cDNA is used as a template for in vitro transcription to synthesise RNA 



























Micorarrays  were  read  on  an  Illumina  Bead  array  reader  confocal  scanner  and  a  spot 
intensity was recorded for each probe. The outputted raw data was then loaded into the 













a  D’Agostino  and  Pearson  omnibus  normality  test  to  ascertain  whether  it  followed  a 
Gaussian distribution or not. If the answer was yes, a parametric unpaired student’s T‐test 
was  used  to  compare  data  from  the  two  groups.  If  the  data  did  not  follow  a  normal 
distribution, the non‐parametric Mann‐Whitney test was applied. All statistical calculations 















































Sample Sex Age PMD pH Pathology
Nigra STR FCX CB
Con 1 M 79 56.40 6.60 ‐ xxx
Con 2 F 89 77.3 6.49 ‐ xx
Con 3 F 78 51.30 6.24 ‐ x
Con 4 M 83 117.05 6.81 ‐ x
Con 5 M 63 42.00 6.23 ‐ xx
Con 6 F 73 28.00 6.38 ‐ xxx
Con 7 M 81 40.00 6.48 ‐ x
Con 8 F 83 20.00 6.55 ‐ x
Mean±SEM 4M, 4F 78.6±2.8 54.0±10.9 6.5±0.1
PD 1 F 84 36.00 N/A N x x x
PD 2 M 73 25.20 7.18 N x x x
PD 3 M 75 44.15 6.73 N/A x x x
PD 4 M 55 8.00 6.37 N x x
PD 5 F 71 50.10 6.38 N x
PD 6 F 82 24.00 6.4 L x
PD 7 F 73 40.15 6.44 N/A x

































system  allowed  us  to  simultaneously  probe  for  two  proteins  using  a  polyclonal  and 







5%  milk,  blots  were  incubated  together  with  monoclonal  DJ‐1  and  polyclonal β ‐ actin 
antibodies (both 1:5000) overnight at 4⁰C. Blots were then incubated with IRDye 680 Goat 
Anti‐Mouse and IRDye 800 Anti‐Rabbit secondary antibodies at 1:20000 dilution for an hour 












































Sample Sex Age PMD pH Pathology
Med Str FCX CB
Con 1F 8 5 3 7 . 1 0 n / a‐ xx
Con 2F 9 5 3 9 . 3 0 n / a‐ x
Con 3M7 9 5 6 . 4 0 6 . 6 0 ‐ xxxx
Con 4M8 5 4 3 . 3 5 6 . 6 8 ‐ x
Con 5M8 6 5 3 . 0 0 6 . 6 5 ‐ xx
Con 6M5 7 7 8 . 5 0 6 . 0 3 ‐ xxxx
Con 7F 8 4 2 8 . 5 0 6 . 1 3 ‐ xxxx
Con 8M7 1 3 8 . 5 n / a‐ xx
Con 9M6 3 4 2 . 0 0 6 . 2 3 ‐ xx
Con 10 F 91 98.50 6.41 ‐ x
Con 11 F 73 28.00 6.38 ‐ xx
Con 12 F 78 23.30 6.07 ‐ xx
Con 13 F 83 22.00 6.25 ‐ x
Con 14 F 64 79.00 5.88 ‐ x
Con 15 F 86 46.50 6.17 ‐ x
Con 16 F 85 34.00 6.31 ‐ x
Mean±SEM 6M, 10F 79.1±2.7 46.7±5.4 6.3±0.1
PD 1 F 7 7 8 0 . 0 06 . 5 3 N xxxx
PD 2F7 87 5 . 4 5 6 . 4 6 N x
PD 3F8 12 4 . 2 5 n / a L x
PD 4M 7 06 1 . 2 0 6 . 2 9 L x
PD 5 M 55 8.00 6.37 N x x x
PD 6M 7 14 0 . 4 5 6 . 1 N x x
PD 7M 7 92 7 . 2 5 5 . 8 8 N x
PD 8M 7 18 1 . 3 0 6 . 7 6 N x x
PD 9M 7 52 2 . 2 5 6 . 2 2 N / A x x x
PD 10 M 77 28.25 6.39 N/A x x
PD 11 F 62 46.20 5.88 N x
PD 12 F 74 48.15 n/a N/A x x
PD 13 F 69 52.45 6.14 N/A x x
PD 14 M 76 28.45 n/a N/A x x
PD 15 M 77 23.35 6.26 N x
PD 16 F 57 85.40 n/a N/A x
PD 17 F 88 11.30 6.38 L x
PD 18 M 73 20.30 6.22 T x
PD 19 M 70 71.30 6.17 L x












total  amount  of  protein  loaded  to  10µg  and  reduced  the  concentration  of  the  primary 
antibodies to 1:10000 in order to lessen non‐specific membrane background. As both the 
DJ‐1  and β ‐ actin  antibodies  were  monoclonal  only  the  IRDye  680  Goat  Anti‐Mouse 
































control  and  PD  cases  from  frontal  cortex  n  =  8  detected  together  in  700  channel.  B) 
Densitometric quantification of DJ‐1 monomer protein levels normalised to β‐actin levels in 


















































































conditioned  medium  and  had  to  be  adapted  for  use  with  human  brain  homogenate. 
Parallelisms between the supplied calibrated dilution buffer and brain homogenate were 
assessed  by  generating  standard  curves  using  different  dilutions  of  brain  homogenate 
spiked  with  recombinant  human  DJ‐1  (Fig.  3.4A).  1:5000  dilution  of  brain  homogenate 
displayed the best parallel relationship with the original dilution buffer, as judged by the 













examine  whether  this  is  due  to  a  progressive  transition  towards  an  insoluble  state  by 






























revealed  a  highly  significant  (p=0.002)  decrease  in  PD.  No  DJ‐1  immunoreactivity  was 
initially visible in urea fractions. However, after increasing protein load to 20µg and probing 



















































Case Sex Age PMD pH Pathology
CB FCX ECX PCX AMY CG STR
Con 1 F 77 23.0 5.60 ‐ xxxxxxx
Con 2 F 86 46.5 6.17 ‐ xxxxxxx
Con 3 F 84 81.5 6.28 ‐ xxxxxxx
Con 4 M 85 43.4 6.68 ‐ xxxxxxx
Con 5 M 86 53.0 6.65 ‐ xxxxxx
Con 6 M 86 23.3 6.55 ‐ xxxxxxx
Con 7 M 81 40.0 6.48 ‐ xxxx xx
Con 8 F 53 29.5 6.64 ‐ xxxxxxx
Con 9 M 91 48.0 6.54 ‐ xxxx xx
Con 10 F 88 49.3 6.23 ‐ xxxx xx
Con 11 F 85 34.0 6.31 ‐ xxxxxxx
Con 12 F 89 77.3 6.49 ‐ xxxxxxx
Con 13 M 83 117.1 6.81 ‐ xxxxxx
Con 14 M 79 56.4 6.60 ‐ xxxxxxx
Con 15 M 75 64.5 6.18 ‐ xxxx xx
Con 16 F 81 13.5 6.39 ‐ xxxxxxx
Con 17 M 63 42.0 6.23 ‐ xxxxxxx
Con 18 M 57 78.5 6.03 ‐ xxxxxxx
Con 19 F 78 23.3 6.07 ‐ xxxxxx
Con 20 M 71 38.5 N/A ‐ xxxxxx
Mean±SEM 11M, 9F 78.9±2.3 49.1±5.6 6.4±0.1
PD 1 M 77 46.2 6.73 N xxxxxxx
PD 2 M 73 11.2 6.32 N xxxx xx
PD 3 F 62 46.2 5.88 N xxxxxxx
PD 4 F 78 75.5 6.46 N xxxxxxx
PD 5 F 87 47.5 6.62 T xxxxxxx
PD 6 F 81 24.3 N/A L xxxxxxx
PD 7 M 81 103.0 6.15 T xxxxxxx
PD 8 M 73 20.3 6.22 T xxxxxxx
PD 9 F 66 125.3 6.2 N xxxxxxx
PD 10 F 77 80.0 6.53 N xxxxxxx
PD 11 F 88 11.3 6.38 L xxxx xx
PD 12 M 70 61.2 6.29 L xxxxxxx
PD 13 M 55 8.0 6.37 N xxxxxxx
PD 14 M 71 40.5 6.10 N xxxxxxx
PD 15 M 79 27.3 5.88 N xxxxxxx
PD 16 M 71 81.3 6.76 N xxxxxxx
PD 17 M 70 71.3 6.17 L xxxx xx
PD 18 M 70 51.2 6.29 N xxxxxx
PD 19 M 91 31.5 5.81 N xxxxxxx
PD 20 F 81 57.3 N/A N xxxxxxx
































a  statistically  significant  down‐regulation  of  DJ‐1  mRNA  was  observed  in  PD  cerebellum 




















Decrease in DJ-1 mRNA expression 43% 34% 58%



























Male con 4 5 3
Male PD 4 5 4
Female con 4 3 5
Female PD 4 3 4
DJ‐1 mRNA
Striatum E.Cortex Amygdala Cing. Gy F.Cortex P.Cortex Cerebellum
Male con 10 11 8 11 11 10 10
Male PD 12 12 9 12 12 12 12































































homogenised  in  PBS  containing  0.1%  Triton‐X100  and  separated  via  FPLC  gel‐exclusion 
chromatography into 45 fractions by collaborators at the NIH, Washington DC. Each fraction 








to  the  24kDa  monomer,  were  seen  after  prolonged  exposure  to  X‐ray  film.  The  47kDa 
complex  was  clearly  evident  in  both  the  cerebellum  and  striatum,  with  a  faint 
immunoreactive band also noticeable in the nigra (Fig. 3.9A). The molecular size of this 
complex  is  comparable  to  DJ‐1  dimer.  In  samples  from  the  cerebellum,  a  faint 











































exists  as  a  dimer  in  human  brain  tissue  and  that  it  is  capable  of  forming  higher  order 
structures, possibly an oligomer complex.  
 
Cerebellum Control 43.7 69.0 27.4
Cerebellum PD 40.6 68.7 24.9
Frontal Cortex control 47.2 68.7 26.2
Frontal cortex PD 39.0 62.7 24.0
Medulla control 40.0 63.7 25.1


















































sample,  proteins  on  the  IPG  strip  were  derivatised  by  washing  IPG  strips  with  2N  HCl 












equal  to  that  of  DJ‐1  monomer  (24kDa).  Two  additional  isoforms  (6.0  and  6.5)  were 









towards  more  acidic  isoforms  resulted  in  a  significant  decrease  in  the  amount  of  DJ‐1 
resolved at isoelectric points greater than 5.8 in the same subjects. A similar pattern was 
also  observed  in  PD  medulla  (Fig.  3.12C).  No  significant  alterations  in  DJ‐1  pI  isoform 
distribution were visible between control and PD in the nigra, striatum and cerebellum (Fig. 
3.12D, E and G). In all regions, the bulk of DJ‐1 adopts a pI state of 5.6, 5.8 or 6.3 regardless 
of  pathological  condition.  Very faint traces of a more acidic DJ-1 isoform, pI 5.2, were 
detected in a number of samples, particularly in nigra and cerebellum (Fig. 3.12 D and G). In 









5.8  and  6.3  were  also  seen.  The  47kDa  DJ‐1  dimer  complex  is  clearly  composed  of  a 
minimum  of  4  pI  isoforms;  5.7,  5.8,  6.0  and  6.3  (Fig  3.13C).  Though  not  always  clearly 
resolved, pI isoforms for both the 47 and 64kDa complexes were seen in both control and 









immunoblot  analysis  across  a  4‐7pH  range.  Arrows  indicated  approximate  pI  value.  Red 
arrow highlights pI isoforms predominantly found within frontal cortex and cerebellum. B) 
DJ‐1 pI expression in striatum across 3‐10 pH range. C‐G) pI distribution of DJ‐1 in multiple 



















protein  carbonyls  in  the  DJ‐1  pI  isoforms.  After  treating  the  samples  with  2,  4‐118 
 
dinitrophenylhydrazine  to  derivitise  the  carbonyls,  the  samples  underwent  gel 
electrophoresis and were subsequently probed with an anti‐DNP antibody. However, no 
immunoreactivity  was  detected  in  the  blot  area  corresponding  to  the  DJ‐1  monomer 












Cellular  expression  in  the  following  regions:  medulla,  striatum,  entorhinal  cortex, 
hippocampus,  cingulate  gyrus,  frontal  cortex,  parietal  cortex,  amygdala  and  cerebellum 
were studied in 3 control and PD subjects detailed below (table 3.7).  
 
Case Sex Age PMD pH Pathology
Con 1 M 83 117.1 6.81 ‐
Con 2 M 79 56.4 6.60 ‐
Con 3 M 75 64.5 6.18 ‐
Mean±SEM 3M, 0F 79.0±2.3 79.3±19.0 6.5±0.2
PD 1 M 77 46.2 6.73 N
PD 2 M 73 11.2 6.32 N/A
PD 3 F 77 80.0 6.53 N
Mean±SEM 2M, 1F 75.7±1.3 45.8±19.9 6.5±0.1
 




Sections  were  incubated  overnight  with  DJ‐1  monoclonal  antibody  (1:1000)  following 
pretreatment with boiling citrate buffer. DAB was used to identify DJ‐1 positive structures. 
Semi‐quantitative  assessment  was  carried  out  independently  by  my  supervisor  and  me. 








Control PD Control PD
Brainstem Medulla + to ++ ++ +++ to ++++ +++ to ++++
Midbrain 0/+ 0/+ +++ +++
Striatum ‐ to + ‐ to + ++++ ++++
Hippocampus ‐‐   to ++ +++ to ++++ +++ to ++++
Entorhinal cortex 0/+ to ++  to ++ +++ ++++
Amygdala + to ++ + to ++ ++++ ++++
Frontal cortex 0/+ to +0 / +  to + ++++ ++++
Temporal cortex 0/+ 0/+ ++++ ++++
Parietal cortex 0/+ 0/+ ++++ ++++
Cingulate gyrus 0/+ 0/+ ++++ ++++





















control  substantia  nigra.  D)  Immunoreactive  Bergmann  glia  in  molecular  layer  of  PD 
cerebellum and DJ positive astrocytes from PD cingulate gyrus (E). Neuronal staining in PD 










difference  between  DJ‐1  IR  in  caudate  and  putamen  regions  of  the  striatum,  whilst 




























Sample Sex Age PMD pH









to  ultracentrifugation  for  an  hour  at  70000g  to  separate  the  soluble  cytosolic  fraction 
(supernatant) and the enriched microsomal pellet, which was immediately resuspended in 
500µl  isolation  buffer.  Meanwhile,  the  pellet  formed  from  the  previous  12000g  spin 




























mitochondrial  proteins.  Likewise,  the  microsomal  enzyme  PDI  was  detected  in  the 
cytoplasmic  fraction  and  to  a  lesser  extent  the  mitochondrial  fraction.  The  cross 




















the  greatest  loss  of  DJ‐1  mRNA  (43%),  possibly  reflecting  its  early  involvement  in  PD 
pathogenesis and the loss of dopaminergic cell innervations. According to Braak staging, 
both  the  medulla  and  substantia  nigra  are  affected  prior  to  the  appearance  of  striatal 
pathology  (Braak  et  al.,  2003).  We  attempted  to  study  DJ‐1  mRNA  expression  in  these 
regions but were restricted by the poor quality of RNA extracted from the medulla and the 
lack of available nigral samples. Screening of the substantia nigra, using custom designed 


































the  cerebellum.  This  is  surprising  and  intriguing  as  the  cerebellum  is  not  traditionally 




factors  seen  in  the  basal  ganglia  and  cortex.  It  may  also  explain  the  recently  reported 
significant  decrease  of  ATP13A2  (PARK9)  mRNA  in  PD  cerebellum  (Vilarino‐Guell  et  al., 
2009). A number of studies have also documented a decrease in α‐synuclein protein and 126 
 
















frontal  cortex  sample  to  generate  the  standard  curve  also  raises  questions  about  its 





























recent  study  in  regions  CA1‐4  showed  immunostaining  of  DJ‐1  in  AD,  but  not  controls 
(Baulac  et al.,  2009).  We  too  have  noticed  a  slight  increase  in  neuronal  staining  in  the 




























interesting  point  to  pursue.  Semi‐quantitative  immunohistochemistry  was  attempted  to 
depict regional protein cellular distribution in which the pattern of strong astrocytic and 












exposed.  This  does  not  explain  why  astrocytes  are  so  vividly  expressed  or  why  some 
neurons  are  detected  (Baulac  et  al.,  2009).  They  additionally  showed  greater  neuronal 
staining in tissue that had been fixed for shorter periods of time, though again it remains 
unclear why this would only affect neurons. It is possible that the morphology of DJ‐1 differs 




cerebellum  many  contain  a  significant  amount  of  DJ‐1  that  is  only  freed  for  detection 
following cell lysis and subsequent immunoblotting.  
 
It  is  also  possible  that  whilst  DJ‐1  is  abundantly  expressed  in  neurons  in  murine  brains 
(Kotaria et al., 2005), human neurons may have evolved to delegate DJ‐1’s neuroprotective 
role  to  astrocytes.  Over‐expression  of  DJ‐1  in  astrocytes  has  been  shown  to  be  more 
neuroprotective towards rotenone toxicity in vitro (Mullett and Hinkle, 2009). Conversely, 
DJ‐1  KO  in  astrocytes  results  in  increased  nitric  oxide  production  which  is  harmful  to 
neurons  (Waak  et  al.,  2009).  Whilst  DJ‐1  is  not  directly  secreted  by  astrocytes,  it  may 
regulate  the  release  of  a  number  of  astrocytic  derived  protective  substances  (e.g. 










found  that  within  mitochondria,  DJ‐1  is  resident  in  the  mitochondrial  matrix  and  inner 
mitochondrial  space  (Zhang  et  al.,  2005a).  In  vitro  studies  have  revealed  that  under 
oxidative stress conditions DJ‐1 can migrate towards the mitochondria (Blackinton et al., 





isoforms  were  analysed.  This  provided  no  compelling  evidence  for  increased  oxidation 










subcortical  regions  to  the  cortex  and  cerebellum,  with  pI  isoforms  6.0  and  6.5  almost 














HMW  complex  respectively.  The  HMW  complex  possibly  represents  DJ‐1 
oligomer/aggregate. DJ‐1 belongs to a superfamily of proteins that form different oligomeric 







2007;  Tao  and  Tong,  2003).  Gel  filtration  of  endogenous  L166P  DJ‐1  sourced  from 
lymphoblast cells belonging to an individual with L166P mutation, was also eluted into the 131 
 
fraction  corresponding  to  the  protein  marker  BSA  (68kDa)  (Macedo  et  al.,  2003).  This 
evidence is supportive of HMW complexes being formed in response to alterations in DJ‐1 
protein structure/stability. Thus, the small amount visualised by us may be due to a loss of 





substitution  and  this  has  been  reported  to  display  an  increased  tendency  to  aggregate 
(Hulleman et al., 2007). The M26 subunit in DJ‐1 has been shown to undergo oxidation (Choi 




































































Sample Sex Age PMD pH Pathology
Con 1F7 82 3 . 3 0 6 . 0 7 ‐
Con 2F8 42 8 . 5 0 6 . 1 3 ‐
Con 3F7 32 8 . 0 0 6 . 3 8 ‐
Mean±SEM 0M, 3F 78.3±3.2 26.6±1.7 6.2±0.1
PD 1F 8 7 4 7 . 4 5 6 . 6 2 T
PD 2F 6 2 4 6 . 2 0 5 . 8 8 N
PD 3M 7 6 2 8 . 4 5 N / A N / A


















antibody  from  frozen  tissue  as  described  in  the  methods.  Collected  RNA  was  initially 
amplified using the Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit (Ambion, USA) with the aim of 

























































































from  the  frontal  cortex  of  the  first  16  control  and  PD  samples  listed  in  table  3.3. 













Sample Sex Age PMD pH Pathology
Con 1 M 85 43.35 6.68 ‐
Con 2 M 86 53.00 6.65 ‐
Con 3 M 81 40.00 6.48 ‐
Con 4 M 83 117.05 6.81 ‐
Con 5 M 79 56.40 6.60 ‐
Con 6 M 63 42.00 6.23 ‐
Con 7 M 57 78.50 6.03 ‐
Con 8 F 78 23.30 6.07 ‐
Con 9 M 71 38.5 N/A ‐
Con 10 F 68 44.55 N/A ‐
Con 11 F 91 98.50 6.41 ‐
Con 12 F 84 28.50 6.13 ‐
Con 13 F 95 39.30 N/A ‐
Con 14 F 73 28.00 6.38 ‐
Con 15 M 93 19.00 6.80 ‐
Con 16 F 85 37.10 5.7 ‐
Mean±SEM 9M, 7F 79.5±2.7 49.2±6.8 6.4±0.1
PD 1 F 62 46.20 5.88 N
PD 2 F 87 47.45 6.62 T
PD 3 M 81 103 6.15 T
PD 4 F 77 80.00 6.53 N
PD 5 M 70 51.20 6.29 N
PD 6 F 73 70.00 6.63 N/A
PD 7 M 76 28.45 N/A N/A
PD 8 M 77 23.35 6.26 N
PD 9 M 75 22.25 6.22 N/A
PD 10 M 77 28.25 6.39 N/A
PD 11 F 69 52.45 6.14 N/A
PD 12 M 72 27.00 6.32 L
PD 13 F 74 48.15 N/A N/A
PD 14 F 74 35.05 6.11 N










































along  with  the  Akt/PTEN  pathway  transcripts  BCL2L1,  RSP6KB2  and  EIF4EBP1  and  the 
mitochondrial complex one associated transcript NDUFB1 all showed no difference in their 







































With  no  observed  difference  in  mRNA  abundance  for  multiple  transcripts  we  examined 
protein levels for the GPx4, SEPW1, MAPK8IP1, ND1, ND2, ND4 and ND5 (Fig. 4.8) using 
western  blotting.  No  positive  immunoreactivity  was  found  for  SEPW1,  ND1  and  ND4  in 
frontal cortex tissue. Both GPx4 and MAPK8IP1 protein levels were significantly increased in 
PD patients.  Similarly, gene expression of both mitochondrial ND2 and ND5 were alike but 







































however,  no  DJ‐1  immunoreactivity  was  noted  in  the  nucleus  following  subcellular 































sufficient  quantity  with  the  Illumina  RNA  amplification  kit.  This  prevented  us  from 
identifying novel RNA interactors with a microarray gene expression chip. Instead, real‐time 
PCR  was  used  to  validate  interactions  with  RNA  transcripts  that  our  collaborators  had 
previously shown to bind to DJ‐1 in vitro (van der Brug et al., 2008). In total, we tried to 
confirm interactions between DJ‐1 and 13 transcripts and found all but one to be enriched 
in  DJ‐1  IP  fractions.  Transcripts  were  grouped  into  3  categories:  those  that  encode  for 
selenoproteins, those involved in PTEN/Akt pathway and those for subunits of mitochondria 










hyperoxides  (Brigelius‐Flohe,  2006).  This  characteristic  makes  GPx4  vital  in  maintaining 
mitochondrial  integrity.  Within  mitochondria,  GPx4  prevents  the  extensive  oxidation  of 
cardiolipin, a mitochondria exclusive phospholipid that strongly associates with cytochrome 
c (Imai and Nakagawa, 2003). Formation of cardiolipin hyperoxide causes cytochrome c to 






is  an  enzyme  that  donates  selenium  in  the  synthesis  of  selenocysteine  residues  in 
selenoproteins like glutathione peroxidises. 
 
We  also  identified  4  components  of  the  PTEN/Akt  survival  pathway,  namely  JunD, 


















which  including  ND1,  ND2,  ND4  and  ND5  are  encoded  by  the  mitochondrial  genome 
(Antonicka et al., 2003). These 7 subunits combine with 7 nuclear encoded subunits in the 








(Bandopadhyay  et  al.,  2004;  Blackinton  et  al.,  2009)  which  suggests  that  interactions 


















































catalytic  core  display  a  higher  protein  carbonyl  content  in  PD  compared  to  controls, 
indicating that they suffer greater oxidative damage (Keeney et al., 2006). Keeney et al., 
(2006) also reported that the protein levels of a number of these subunits were lower in the 




















of  even  more  ROS.  It  is  unclear  why  this  down‐regulation  occurs  as  we  found  no 
corresponding reduction in mRNA levels of ND1, ND2, ND4 and ND5. Cybrid studies, where 
mitochondria  from  control  and  PD  patients  are  transfected  into  mitochondria  depleted 
cultured  cells,  have  shown  that  PD  cybrids  develop  molecular  features  typical  of  PD 
phenotype and are more likely to undergo apoptosis (Gu et al., 1998; Trimmer and Bennett, 
2009). This  strongly hints at a role for PD mitochondria DNA (mtDNA) in mitochondrial 
dysfunction  and  PD  pathogenesis.  Exhaustive  screening  of  the  mitochondrial  genome 
however has yet to identify any mutations that consistently associate with PD (Fato et al., 
















































































of  sites  clustered  around  the  tubulin  binding  repeats  (Robert  and  Mathuranath,  2007). 
Under  conditions  that  remain  unclear,  tau  can  become  abnormally  phosphorylated  and 
hyperphosphorylated  resulting  in  insoluble  filamentous  species  that  dissociate  from 
microtubule  surfaces  and  collect  in  the  cell  body  (Abraha  et  al.,  2000;  Goedert,  2005). 
Accumulation  of  insoluble  tau  aggregates  is  the  defining  pathological  feature  of 
neurodegenerative disorders classified as tauopathies. These include Alzheimer’s disease 
(AD), progressive supranuclear palsy (PSP), corticobasal degeneration (CBD), Pick’s disease 










most  common  neurodegenerative  disorder  and  is  characterised  by  tau  aggregation,  Aβ 
containing plaques, decreased synaptic density and neuronal loss in selected brain regions. 
The formation of abnormal tau filaments and amyloidosis (extracellular aggregation of Aβ 
into  amyloid  plaques)  reflect  the  two  degenerative  processes  of  AD,  with  interactions 
between the two still not fully understood.  
 













second  most  common  form  of  degenerative  parkinsonism.  It  is  also  known  as  Steele‐











































































OCBs  and  astrocytic  inclusions  can  be  present  to  a  lesser  extent  (Komori,  1999). 




















Case No. Diagnosis Sex Age Disease Length PMD  Main Pathology
(years) (years) (hrs)
1 Control F 83 ‐ 20 Minor age related NFT in hippocampus
2 Control M 86 ‐ 53 Normal with some vascular pathology
3 Control F 77 ‐ 23 Normal with some vascular pathology
4 Control F 81 ‐ 14 Normal with some vascular pathology
5 Control M 81 ‐ 40 Minor age related NFT in hippocampus
6 Control M 67 ‐ 22 Normal with some vascular pathology
7 Control F 83 ‐ 49 Normal with some vascular pathology
8A D F 9 2 7 2 4 A D  pathology Braak Stage VI
9A D M 6 4 n / a 6 4 A D  pathology Braak Stage V
10 AD F 91 n/a n/a AD pathology Braak Stage VI
11 AD F 94 n/a 28 AD pathology
12 AD F 57 11 26 NFT, massive tau accumulation
13 AD M 82 10 38 AD pathology
14 CBD M 80 5 66 NFT, NT, CB
15 CBD M 64 4 42 NFT, NT, gliosis
16 CBD M 69 n/a 7 Numerous astrocytic plaques, mild NFT
17 CBD M 65 n/a 24 NFT, NT, glial inclusions
18 FTLD‐U F 78 3 37 Ubiquitin inclusions
19 FTLD‐U M 69 5 28 Ubiquitin inclusions
20 FTLD‐U F 55 5 44 Ubiquitin inclusions
21 FTLD‐U M 70 3 24 Ubiquitin inclusions
22 PSP M 90 23 36 NFT, NT, TA, CB
23 PSP F 78 9 33 NFT, NT, TA, CB
24 PSP M 62 7 n/a NFT, NT, TA, CB
25 PSP F 63 2 51 NFT, NT, TA, CB
26 PSP F 90 33 37 NFT, NT, TA, CB
27 PSP M 78 6 66 NFT, NT, TA, CB
28 PSP M 72 21 27 NFT, NT, TA, CB
29 PSP M 69 6 44 NFT, NT, TA, CB
30 PSP M 80 24 70 NFT, NT, TA, CB
31 PSP M 74 13 37 NFT, NT, TA, CB
32 FTLD‐Pick's F 69 10 48 PBs
33 FTLD‐Pick's M 56 10 26 PBs
34 FTLD‐Pick's F 62 10 46 PBs
35 FTLD‐Pick's M 74 11 23 PBs
36 FTLD‐Pick's M 68 8 31 PBs
37 FTLD‐Pick's F 60 7 24 PBs
38 FTLD‐Pick's M 61 13 36 PBs
39 FTLD‐Pick's F 50 8 26 PBs
40 FTLD‐MAPT R406W M 70 7 n/a NFT
41 FTLD‐MAPT R406W F 71 13 n/a NFT
42 FTLD‐MAPT N279K F 53 8 n/a NFT, glial cell tangles
43 FTLD‐MAPT Ex 10+16 M 55 5 34 NFT, glial cell tangles






and  monoclonal  tau  antibodies  AT‐8.  A  semi‐quantitative  assessment,  comparing  DJ‐1 




isoforms  depending  on  case  diagnosis.  The  same  cases  were  then  used  for  double 











semi‐quantitative  assessment  of  DJ‐1  immunoreactive  structures  in  relation  to  AT8  tau 
positive inclusions and also cites the presence of 3R and 4R tau pathology for all the cases. 
 
Within  the  frontal  cortex  of  AD  patients,  DJ‐1  IR  was  largely  restricted  to  neuronal 
inclusions, particularly NTs with glial inclusions being largely absent (Fig. 5.4).  It was also 
seen in abnormal neurites and NFTs associated with extracellular plaques. DFCM using DJ‐1 
and  AT8  confirmed  co‐localisation  of  the  two  proteins  in  extracellular  plaques  and 












Disease/case no. Region AT8 IR RD3 IR RD4 IR
PBs NFTs NTs GIs
AD 8 FC ++++ ‐ ++ +++ 0/+ rare +ve +ve
9 FC ++++ ‐ ++ ++ ‐ +ve +ve
10 FC +++ ‐ ++ +++ 0/+ rare +ve +ve
CBD 14 FC +++ ‐‐ ‐ 0/+ (APs) ‐ve +ve
15 FC +++ ‐‐ ‐ 0/+ (APs) ‐ve +ve
16 FC +++ ‐‐ ‐ 0/+ (APs) ‐ve +ve
17 FC +++ ‐‐ ‐ + ‐ve +ve
PSP 22 Po, FC, Hi ++++ ‐ 0/+ 0/+ 0/+ (TA, CB) ‐ve +ve
23 Po ++++ ‐ 0/+ ‐ 0/+ (CB) ‐ve +ve
24 Po, Fc ++++ ‐ 0/+ 0/+ 0/+ (TA, CB) ‐ve +ve
25 Po ++++ ‐ 0/+ 0/+ 0/+ (CB) ‐ve +ve
26 Po ++++ ‐ 0/+ 0/+ 0/+ (CB) ‐ve +ve
27 Po ++++ ‐ 0/+ ‐ 0/+ (CB) ‐ve +ve
28 Po, FC, Hi ++++ ‐ 0/+ 0/+ 0/+ (CB) ‐ve +ve
29 Po, FC ++++ ‐ 0/+ 0/+ 0/+ (TA, CB) ‐ve +ve
30 Po ++++ ‐ 0/+ 0/+ 0/+ (CB) ‐ve +ve
31 Po ++++ ‐ 0/+ 0/+ 0/+ (CB) ‐ve +ve
FTLD‐Pick's 32 FC, TC, Hi ++++ +/++/++ ‐‐‐ +ve ‐ve
33 FC ++++ ++ ‐‐‐ +ve ‐ve
34 FC ++++ + ‐‐‐ +ve ‐ve
35 FC ++++ ++ ‐‐‐
36 FC ++++ ++ ‐‐‐ +ve ‐ve
37 FC ++++ ++ ‐‐‐ +ve ‐ve
38 FC ++++ ++ ‐‐‐ +ve ‐ve
39 FC ++++ + ‐‐‐ +ve ‐ve
FTLD‐R406W 40 FC +++ ‐ ++ ++ + +ve +ve
41 FC +++ ‐ ++ ++ + +ve +ve
FTLD‐N279K 42 FC ++++ ‐‐ 0/+ ++ ‐ve +ve
FTLD‐Ex 10+16 43 FC ++++ ‐‐ 0/+ ++ ‐ve +ve















































































































5.3. Comparison  of  DJ‐1  expression  between 
  tauopathies and controls 
5.3.1. Aim 





Case Sex Age PMD pH mRNA Protein
Con 1 F 77 23.0 5.60 x x
Con 2 F 86 46.5 6.17 x
Con 3 F 84 81.5 6.28 x
Con 4 M 85 43.4 6.68 x x
Con 5 M 86 53.0 6.65
Con 6 M 86 23.3 6.55 x
Con 7 M 81 40.0 6.48 x
Con 8 F 85 34.0 6.31 x x
Con 9 M 83 117.1 6.81
Con 10 M 79 56.4 6.60 x x
Con 11 M 75 64.5 6.18 x
Con 12 F 81 13.5 6.39 x x
Con 13 M 63 42.0 6.23 x
Con 14 M 57 78.5 6.03 x x
Con 15 F 78 23.3 6.07 x x
Con 16 M 71 38.5 N/A x x
Mean±SEM 78.6±2.1 48.6±6.7 6.3±0.1
PSP 1 M 78 66.10 6.45 xx
PSP 2 M 72 27‐39 6.19 xx
PSP 3 F 90 35.50 6.75 x
PSP 4 F 79 27.35 6.38 xx
PSP 5 M 76 46.55 6.46 xx
PSP 6 M 79 32.15 5.93 xx
PSP 7 M 67 28.30 6.5 x
PSP 8 M 73 48.00 6.23 x
PSP 9 F 81 10 5.88 x
PSP 10 F 80 66.10 xx
PSP 11 M 70 14.40 5.96 x
PSP 12 M 62 50.40 6.62 x
PSP 13 F 75 74.30 6.06 xx
PSP14 M 79 44.00 6.21 xx





























































1  to  be  predominantly  expressed  by  astrocytes,  with  some  neuronal  presence  noticed 














type.  DCFM  confirmed  co‐localisation  of  DJ‐1  with  hyperphosphorylated  tau  in  these 177 
 
structures.  The  inability  to  use  formic  acid  pre‐treatment  with  RD3  and  RD4  antibodies 
prevented us from directly showing co‐localisation of DJ‐1 with 3R and 4R tau isoforms. 
Nevertheless its ability to associate with both tau groups can be surmised from the co‐


















on  immunoblots  appears  to  rule  out  any  non‐specific  ‘sticking’  of  DJ‐1  antibody  to  tau 
molecules. Instead, our collected data supports the notion of a chaperone role for DJ‐1 
towards both 3R and 4R tau. It was recognised early on that DJ‐1 resembles the E. coli 
molecular  chaperone  HSP31  (Lee  et  al.,  2003).  Its  chaperone  activity  was  further 
investigated in vitro and in vivo using α‐synuclein as the substrate (Shendelman et al., 2004; 
Zhou et al., 2006). Shendelman and colleagues specifically reported that the chaperone 








































































































































unlikely  to  fully  explain  the  protective  effects  of  DJ‐1  as  unlike  other  thiol  containing 





Instead,  the  identification  of  transcripts  encoding  for  selenoproteins  that  function  as 
antioxidants  suggest  DJ‐1  is  a  translational  mediator  of  oxidative  stress  responses.  By 
freeing transcripts like GPx4 etc upon oxidation by ROS (Fig. 6.1), DJ‐1 would instigate a 
response that is more rapid and localised in nature than would be possible if mediated by 
transcription.  Indeed,  up‐regulation  of  antioxidants  and  components  of  the  PTEN/Akt 




of  PD  in  carriers  of  PARK7  mutations  and  the  increased  vulnerability  of  models  to 
neurotoxins  suggests  that  cells  simply  have  a  lower  threshold  for  acceptable  oxidative 
injury. With the time taken for transcription of mRNA strands, it is logical that some other 





contribute  to  PD  pathogenesis.  Mitochondria  are  a  key  source  of  ROS  and  numerous 
subunits  of  complex  1  become  oxidatively  damaged  during  the  production  of  the 
mitochondrial membrane potential that is essential for the formation of ATP (Keeney et al., 
2006). Under oxidative stress conditions, logic dictates that mitochondrial activity would be 
abated  to  minimise  any  further  production  of  ROS.  In  this  scenario,  oxidised  DJ‐1  may 

















































Mitochondria  are  able  to  instigate  apoptosis  through  activation  of  caspases  and  are 
therefore mediators of cell survival. The identification of transcripts for complex 1 subunits, 
GPx4 and PTEN/Akt components like BAD suggests a role for DJ‐1 in minimising ROS activity 







response  protein  towards  oxidative  stress.  If  this  is  true  then  it  is  likely  that  DJ‐1  is 




Such  strategies  could  involve  other  PD  proteins.  DJ‐1  has  been  shown  to  negatively 












expression  of  parkin  could  rescue  Pink1  phenotype  in  PINK1  deficient  flies (Yang  et  al., 
2006).  However,  the  opposite  was  not  true  suggesting  that  the  two  share  a  common 
pathway with Pink1 upstream of parkin. DJ‐1 is unable to rescue either phenotype (Dodson 
and Guo, 2007; Exner et al., 2007) indicating that DJ‐1 may act upstream of both Pink1 and 
parkin.  Overexpression  of  parkin  increases  mtDNA  transcription  and  replication  whilst 











zebrafish  results  in  up‐regulation of  Bax  and p53  transcriptional  activity  which promote 
apoptosis via the opening of pores on the outer mitochondria membrane (Bretaud et al., 
2007).  By  promoting  apoptosis,  cell  death  via  necrosis  would  be  minimised  and  enable 
salvaging  of  cellular  components  whilst  simultaneously  preventing  cytoplasmic 
contamination of the extracellular space and inflammatory responses that would be harmful 
























overload  cell‐survival  mechanisms.  Reduced  ATP  levels  may  also  impair  the  energy 












help  extend  its  “shelf‐life”,  thereby  providing  an  alternative  explanation  as  to  why 
decreased DJ‐1 levels were not seen in transentorhinal regions of PD brains nor in either the 
caudate or frontal cortex of tauopathies. The stable state of DJ‐1 in tauopathies may also 
highlight  the  different  processes  involved  in  PD  and  tau  based  disorders.  Though 189 
 





of  mitochondrial  dysfunction  and  oxidative  stress  as  the  primary  instigators  of  PD 
pathogenesis.  DJ‐1’s  proclivity  to  interact  with  RNA  provides  a  simple  biochemical 
mechanism that helps explain its involvement in multiple cellular activities. Moreover, it 
delineates a role for DJ‐1 as a “first at the scene” response protein that works quickly to 
bring  oxidative  stress  conditions  under  control  without  compromising  cellular  energy 
production. Oxidative stress and mitochondrial dysfunction is a common theme in a range 
of  neurodegenerative  disorders  including  PD,  AD,  ALS  and  HD.  Thus  further  defining 
interactions between DJ‐1 and RNA, particularly those associated with the mitochondria 





The  data  presented  in  this  thesis  raises  a  number  of  interesting  points  that  would  be 
suitable for further investigation. Dependent on tissue availability, it would be worthwhile 
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